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Заболевания ушей и кожных покровов 
с порахсением грибками М. распудегтай$ у 
собак и кошек из года в год в ветеринар- 
ной медицине остаются весьма актуаль- 
ной проблемой [К оз$ Вопа - 1997; Геепа 
Запоптаа-Коиатииез - 2002]. 

Целью наших исследований было оп- 
ределить количество отомикозов, вызван- 
ных М. распудегтай$, среди отитов раз- 
личной этологии. 

Материалы и методы, результаты ис- 
следований: 

Установлено, что с января 2005 года в 
диагностической лаборатории ГУ «Санкт- 
Петербургская городская станция по борь- 
бе с болезнями животных» при обследова- 
нии 47 домашних животных (36 — собаки, 
11 - кошки) с общей симптоматикой пора- 
жения наружного слухового прохода ос- 
новными клиническим проявлением было 
поражение наружного или среднего уха и 
значительно реже (2 случая) - воспаление 
внутреннего уха. 


Проводили цитологические исследова- 
ния сухих соскобов и мазков-отпечатков. 
Из слухового прохода патологический ма- 
териал отбирался одноразовыми щеточка- 
ми системы сую-бгазВ. Материал наносили 
согласно существующей методики на стек- 
ло, окрашивание проводили по методике 
Май-Грюнвальда, с доокрашиванием по 
Романовскому-Гимза. Подсохшие на воз- 
духе мазки-отпечатки выдерживали 2 мин 
в растворе-фиксаторе красителя «Диахим- 
ГемиСтейн-М-Г». Далее, не сливая краски, 
добавляли |1 мл дистиллированной воды 
РН 6,8. Через 60 сек, краску с мазка слива- 
ли, и, не ополаскивая мазок, заливали ра- 
бочий раствор красителя «Диахим-ГемиС- 
тейн-Р» на 10 минут. Окрашенные препа- 
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раты промывали дистиллированной водой 
и высушивали на воздухе. 

Окрашенные препараты исследовались 
с помощью аппаратнопрограммного комп- 
лекса визуализации морфологических пре- 
паратов анализа и регистрации оптических 
и морфологических показателей «Видно 
ТесТ», в который входит микроскоп для на- 
блюдения Ахо$аг раз - с использованием 
окуляра 10х20, иммерсионного объектива 
ЮОх/1.25 ОП. 

В клинической практике цитологи- 
ческие исследования позволяют быст- 
ро и адекватно оценить наличие популя- 
ций М. расБудегтай$ даже в небольшом 
количестве исследуемого материала, т.к. 
дрожжевой грибок обладает характер- 
ной морфологической структурой: фор- 
ма «матрешки» или «земляного ореха». 

По мнению зарубежных авторов 
(Сраплегз МерБаше А., Мееап Тли4а) ко- 
личество клеток М. распудегтай$ считает- 
ся повышенным при выделении при цито- 
логическом обследовании более 10 клеток 
грибка в 15 полях зрения. 

Наши исследования доказали, что ко- 
личество клеток М. расбу4егтай$ может 
достигать от 3 до 10 и более в одном по- 
ле зрения. 

Поскольку проведенные исследования 
дали положительный результат на нали- 
чие М. расБу4ептаи$ у 95% собак и 87% 
кошек можно сделать заключение, что ци- 
тологические исследования отделяемого 
из наружного и среднего уха у животных 
являются весьма информативными, поз- 
воляют экономить время при постановке 
диагноза, имеют выраженное прикладное 
значение и рекомендуются к использова- 
нию в практической ветеринарии. 
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ЛЕЧЕБНО-ПРОФИЛАКТИЧЕСКОЕ 
ПРИМЕНЕНИЕ ПОЛИВАЛЕНТНЫХ ЛИПОСОМ 
ПРИ ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОМ 
СТАФИЛОКОККОВОМ СЕПСИСЕ 


Совершенствование способов регуля- 
ний невосприимчивости сельскохозяйст- 
венных и домашних животных к инфекци- 
онным заболеваниям имеет большое соци- 
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ально-экономическое значение. В послед- 
ние годы внимание исследователей обра- 
щено на возможность использования в ле- 
чебно-профилактических целях липосом 
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Выбор дозы золотистого стафилококка для моделирования острой микробной Е: и. 

Доза микроба | Число Количество погибших животных в динамике опыта % 

(млрд/мл) мышей (10 суток) летальности 
1 2 3 6 7 8 9 10 

0,5 10 0 1 0 0 0 1 0 0 20 

10 9 1 0 0 т 1 0 0 0 33 

2,0 10 4 0 0 3 1 0 1 0 99 

4,0 10 4 1 2 2 0 0 0 0 90 

80 И 3 - 2 2 3 0 0 0 0 91 
как носителей полифункциональных анти- ческий пептид (ХП) по химическому стро- 
Е генов (4). Разработаны относительно про- ению являющийся М-Ёмет-лей-фен-гли. 


стые и доступные методики получения ста- 
бильных липосом из смеси яичного леци- 
тина, холестерина и фосфатидиловой кис- 
лоты в соотношении 9:5:1. Особенностью 
липосом является их полная биосовмести- 
мость с организмом млекопитающих и лег- 
кая утилизация без побочных реакций. Яв- 
ляясь «контейнером» для широкого ряда 
биологических и химических соединений 
(2), липосомы могут быть использованы и 
для иммунизации в виде иммунолипосом. 
Установлено, что комплекс, состоящий из 
липосом, содержащих антиген, способен 
вызывать более сильный иммунный ответ, 
чем просто иммунизация антигеном (1). 


В литературе имеются положительные 
результаты использования иммунолипо- 
сом в инфекционной патологии при гриппе 
(1), туберкулезе (2), бруцеллезе (5), пнев- 
монии (9), амебной дизентерии (7), гель- 
минтозах (8), малярии (10), цистицеркозе 
(6) и др. Установлено, что депонирование 
токсинов в липосомах потенциально сни- 
жает токсическое действие транспортиру- 
емого вещества, например стрептомицина 
и амфотерицина-В (3). 

Иммунное проявление действия липо- 
сом определяется способом их комплек- 
тации. Установлено, что иммуногенные 
свойства бычьего сывороточного альбу- 
мина проявлялись значительнее, если ан- 
тиген одновременно находился на повер- 
хности липосом и внутри них. В то же 
время характер связывания столбнячно- 
го анатоксина с липосомами не оказыва- 
ет влияния на степень гуморального им- 
мунитета. 


Предположительно, иммунный ответ 
должен усиливаться при включении в со- 
став липосом иммуномодуляторов. Одним 
из наиболее эффективных отечественных 
иммуномодуляторов является хемотакси- 
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Включение в состав липосом наряду с бы- 
чьим сывороточным альбумином ХП уси- 
ливало антителообразование в 3-7 раз (4). 

Учитывая значительную  этиологи- 
ческую роль золотистого стафилококка 
в развитии гнойно-септических заболева- 
ний и осложнений и сравнительно низкую 
эффективность лечения стафилококковой 
инфекции иммунологическими методами, 
включая вакцинацию, нам представляет- 
ся, что использование возможности созда- 
ния полифункциональных иммуногенов на 
основе липосом, токсинов стафилококка и 
ХПИ, могло бы способствовать совершенс- 
твованию лечебно-профилактических мер 
при снижении риска возникновения и раз- 
вития условно-патогенных инфекций. От- 
сутствие исследований по эксперименталь- 
ному применению липосом, сконструиро- 
ванных одновременно с ХП и продуктами 
жизнедеятельности золотистого стафило- 
кокка, явилось целью наших исследований 
в данной области: 

Липосомы готовили из смеси лецитин - 
холестерин в соотношении 2:1 на физиоло- 
гическом растворе с использованием ме- 
тода «обращенных фаз» из эфирного рас- 
твора. 

В качестве протективного антигена ис- 
пользовали коммерческий препарат ста- 
филококкового анатоксина (СА). ХП по- 
лученного в НИИ «Белок», г. Пущино, Рос- 
сия. Иммуномодулятор вводили в состав 
липосом или исследовали его биологичес- 
кие свойства отдельно в концентрации от 
1 до 100 мкг с целью проверки влияния ХП 
на формирование противостафилококко- 
вого иммунитета. 

Экспериментальная модель перитони- 
та у мышей получена с помощью возбуди- 
телей инфекции от хирургических боль- 
ных с гнойными ранами. За сутки до за- 
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Таблица 2. 
Зависимость протективного эффекта ХП и СА от их 
концентрации и связывания с липосомальным носителем 
(введение препаратов за сутки до инфицирования стафилококком). 
Число павших животных % 
за 10 суток наблюдения выживания 
Препарат 
1с 2с Зс 6с 7с 8с 9 Юс 

ХИП (1 мкг) 0 0 0 0 0 0 0 0 100 
ХП(Юмкг) 1 0 0 0 0 0 0 0 90 
ХИП (100 мкг) 0 1 0 2 0 0 0 0 70 
ХП (1 мкг) в липосомах 0 2 1 1 0 0 0 0 60 
ХП 40 мкг) в липосомах 0 0 0 0 0 0 0 0 100 
СА (0,0014ЕС) 1 1 0 0 0 0 0 0 80 
СА в липосомах 2 1 0 1 0 0 0 0 60 
СА + ХЦ (19 мкг) в липосомах 0 0 0 0 0 0 0 0 100 
Контроль (физ. раствор) 0 0 0 30 


ражения животных производили пересев 
микроорганизма на чашках Петри с мясо- 
пептонным агаром. Свежую культуру ста- 
филококка смывали с поверхности агара 
стерильным физиологическим раствором 
и по стандартам мутности фотоэлектро- 
колориметрически готовили суспензию 
живой культуры от 1 до 10 млрд микроб- 
ных тел в 1 мл физ. раствора. Заражение 
мышей линии СВА массой 18-20 г произ- 
водили внутрибрюшинным (в/б) введени- 
ем стафилококка в объеме 1,0 мл. В зави- 
симости от целей эксперимента определя- 
ли ГО,, или ГО... в первые 3 суток пос- 
ле заражения. Верификацию стафилокок- 
кового сепсиса осуществляли путем опре- 
деления инфицирования паренхиматоз- 
ных органов, выделенных от павших или 
выживших и убитых животных методом 
мерного высева на селективной питатель- 
ной среде. 

В эксперименте на 50 мышах-самцах 
линии СВА исследовали динамику гибели 
инфицированных животных в зависимос- 
ти от дозовой нагрузки выбранного возбу- 
дителя в диапазоне концентраций микроб- 
ных тел от 0,5 до 8,0 млрд/мл. Полученные 
данные представлены в таблице 1. 

Как видно из таблицы, увеличение до- 
зовой микробной нагрузки с 0,5 до 8,0 мл- 
рд микробных тел после в/б заражения со- 
провождалось возрастанием летальнос- 
ти с 20% до 91%. При достижении концен- 
трации стафилококка 4,0 и 8,0 млрд/мл, 
убыль экспериментальных животных про- 
исходит более стремительно и в основном 
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в ранние сроки, тогда как при заражении 
дозой 2,0 млрд летальность была практи- 
чески такой же высокой, хотя смертность 
развивалась в течение всего периода на- 
блюдений. Можно полагать, что при до- 
зовой нагрузке 2,0 млрд стафилококков в 
1 мл физ. раствора формируется управля- 
емая модель постепенно нарастающей по 
своей тяжести стафилококковой инфек- 
ции, приближенной к клиническим фор- 
мам данной микробной патологии. Более 
значительная степень заражения проявля- 
ется быстро развивающейся интоксикаци- 
ей, которую трудно купировать испытуе- 
мыми средствами. 

Поскольку ранее влияние ХИП, СА и со0- 
держащих их липосом на течение экспери- 
ментальной стафилококковой инфекции 
не изучалось, представляло интерес выяс- 
нить: при каких условиях их применение 
(доза, время введения по отношению к ста- 
дии сепсиса: профилактически или с целью 
лечения, повторность приема данного им- 
муномодулятора и антигена, использова- 
ние их в составе липосом и др.) возможен 
выраженный протективный эффект. 

Для решения данных вопросов был 
поставлен эксперимент на 90 мышах линии 
СВА, которым за сутки до моделирования 
сепсиса (3 млрд живой суточной культу- 
ры стафилококка в 1,0 мл, в/б) также в/б 
в объеме 1,0 мл вводили в различной кон- 
центрации ХП, СА в свободном состоянии 
ив составе липосом (таблица 2). 

Было установлено, что ХП уже в ми- 


нимальной дозе 1 мкг на животное, введен- 
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ный профилактически за сутки до стафи- 
лококковой инвазии, был способен макси- 
мально (на 100%) защищать мышей от ги- 
бели, в то время как в контрольной груп- 
пе (введение 1.0 мл физ. раствора за сутки 
до заражения) в течение 10 суток развития 
инфекционного процесса выживало лишь 
30% мышей. Интересно отметить, что по- 
вышение концентрации ХП до 10 мкг/жи- 
вотное и 100 мкг/животное не способство- 
вало максимальному проявлению протек- 
тивных свойств данного препарата: наобо- 
рот, в группе животных, получивших 10 мкг 
ХП вы жило 90% особей, а в группе мышей, 
получивших 100 мкг ХП - лишь 70%. Дан- 
ный факт подтверждает ранее наметившу- 
юся закономерность проявления защит- 
ных (лечебных, протективных, адаптаци- 
онных, корригирующих и т.д.) свойств ми- 
нимально значимой химической величины, 
которая является приемлемой для организ- 
ма, вписывается в динамические энергети- 
ческие и биохимические процессы. 

Можно отметить и такой немаловаж- 
ный факт, как снижение эффективности 
ХП в составе липосом. Так, инкапсулирова- 
ние 1 мкг ХП в бислойную мембрану ли- 
посом сопровождалось возрастанием ле- 
тальности на 40%. В то же время увеличе- 
ние концентрации ХП в липосомах до 10 
мкг полностью восстанавливало его про- 
тективный эффект (100% выживаемости 
мышей). Эти данные не находятся в про- 
тиворечии с вышесказанным о целесооб- 
разности выбора для наиболее эффектив- 
ной терапии минимальных химических или 
физических параметров лечебного фак- 
тора. В данной ситуации можно предполо- 
жить, что связывание с липосомами |1 мкг 
ХП выводит его из «зоны эффективнос- 
ти», так как, по-видимому, его действие за- 
медляется из-за депонирования. Напротив, 
чрезмерная концентрация ХП (10 мкг), но 
постепенно освобождающаяся из липосом, 
приобретает более благоприятный тера- 
певтический диапазон, что следует учиты- 
вать при использовании иммунолипосом в 
лечебных целях. 

Это нашло подтверждение при изуче- 
нии протективных свойств СА. Вводимый 
мышам за сутки до заражения в количес- 
тве 0,0014 ЕС, эквивалентном дозе, реко- 
мендованной для иммунизации взросло- 
го человека (15 ЕС/7О кг массы тела) СА 
способствовал выживанию 80% контами- 
нированных животных (в сравнении с 30% 
в контрольной группе). После включения 
СА в состав липосом, как и в случае с ХП, 
протективные свойства анатоксина снижа- 
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Таблица 3 
Профилактическое действие препаратов 
ХИП и СА при стафилококковой инфекции 
(введение препаратов за 7 
суток до контаминации) 


Препарат % выживаемости 
ХИП (1 мкг) 80 
ХИП (10 мкг) 60 

ХИ (100 мкг) 30 
ХПИ мк)в 30 
составе липосом 
ХП (10 мкг) в 80 
составе липосом 
СА (0.0014ЕС) 0 
СА (0,0014 ЕС)в 43 
составе липосом 
Контроль (физ. раствор) 


Примечание: стафилококковый сепсис - 3 млрд мик- 
робных тел (суточная культура) в 1.0 мл физ. раство- 
ра в/б; исследуемые препараты ХП, СА и липосом 
вводились в объеме 10 мл за 7 суток до заражения; 
динамика мониторинга инфекции -10 суток. 


лись до 60% выживания мышей, что под- 
тверждает предположение об экраниру- 
юще-ослабляющем эффекте липосом, со- 
держащих биологически активное вещест- 
во. Как показало исследование, полноцен- 
ным лечебно-защитным эффектом обла- 
дал комплексный препарат на липосомаль- 
ной основе, содержащий терапевтическую 
дозу СА и повышенную дозу ХИП (10 мкг), 
обеспечивавший 100% выживаемость мы- 
шей от стафилококкового сепсиса при ус- 
ловии профилактического введения поли- 
функциональной липосомальной вакцины. 


В следующем опыте исследовали воз- 
можность изменения иммунологической 
реактивности организма с помощью ком- 
понентов липосом путем введения в орга- 
низм профилактически - за 7 суток до за- 
ражения, так и с лечебной целью - спустя 
сутки после моделирования сепсиса, учи- 
тывая более высокую скорость разверты- 
вания острой инфекции у лабораторных 
животных по сравнению с организмом че- 
ловека. Модель инфекции прежняя. 


Из данных, приведенных в таблице №3 
видно, что более раннее (за 7 суток) профи- 
лактическое введение ХП для оптимиза- 
ции функционирования иммунной системы 
мышей имеет меньшее практическое зна- 
чение, чем протективное действие ХПИ, ин- 
дуцируемое за сутки перед контаминирова- 
нием животных. При дозе ХП 1 мкг/мышь 
выживало не 100% животных, как регис- 
трировали в предыдущем опыте, а только 
80%. Последовательное увеличение дозы 
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ХП до 10 мкг/мышь и 100 мкг/мышь умень- 
пало показатель выживаемости в течение 
10 суток наблюдения до 60% и 30% соот- 
ветственно. Следовательно, общая законо- 
мерность ухудшения состояния резистент- 
ности организма при увеличении дозы им- 
муномодулятора прослеживалась и при 
данных условиях постановки эксперимен- 
та. Это явление и экранирующий эффект 
липосом в отношении протективного дейс- 
твия ХП также проявлялись при использо- 
вании комплекса липосом с ХП: включе- 
ние ХП в концентрации 1 мкг в липосомы 
значительно снижало защитный эффект 
препарата (с 80% выживаемости до 30%), 
а увеличение концентрации ХП с составе 
липосом до 10 мкг приводило к восстанов- 
лению выживаемости до 80%. Полное от- 
сутствие защитного действия СА при дан- 
ных условиях опыта (100% летальность) 
и частичное протективное действие ана- 
токсина в составе липосом (43% выжива- 
емости) указывают на проблематичность 
перспектив применения данного препара- 
та в составе поливалентной липосомаль- 
ной вакцины, так как из результатов опы- 
тов следует, что отдельные компоненты 
этой вакцины: липосомы и ХПИ перекры- 
вают протективный эффект стафилокок- 
кового анатоксина. Это вполне объяснимо, 
так как СА является лишь одним из мно- 
гочисленных мембранных и цитоплазмен- 
ных токсических субстанций данного воз- 
будителя, несущих ответственность за па- 
тогенность стафилококков (4). Основным 
результатом данного исследования являет- 
ся подтверждение нашей концепции о 6бо- 
лее высокой эффективности использова- 
ния минимально низких концентраций хи- 
мических средств в лечебно-профилакти- 
ческих целях. 


В целом, данные исследования показа- 
ли принципиальную возможность управ- 
ления течением стафилококковой инфек- 
цией в эксперименте. Впервые была дока- 
зана эффективность ХП, СА, их сочетан- 
ного использования в свободной форме и 
особенно в составе липосомальной вак- 
цины при сепсисе у мышей. Установлено, 
что наибольшей протективной эффектив- 
ностью обладают не высокие, а напротив, 
минимальные дозы этого иммуномодули- 
рующего пептида. Показано, что ХПи СА 
могут оказывать защитное действие, осо- 
бенно если они применяются превентивно, 
за сутки до заражения. Вместе с тем об- 
наружено, что стимулирующее действие 
ХП в отношении усиления резистентнос- 
ти организма к инфекции является крат- 
ковременным, так как более раннее при- 
менение препарата (за 7 суток до зараже- 
ния) сопровождалось менее выраженным 
защитным действием в отношении инфи- 
цированных мышей Использование этих 
препаратов, даже многократное, на фо- 
не развившегося стафилококкового сеп- 
сиса было недостаточно эффективно, то 
есть механизм их действия является ско- 
рее профилактическим, а не лечебным. 
Включение ХИ в состав липосом снижа- 
ет его иммуностимулирующие свойства, 
что следует учитывать при синтезе липо- 
сомальной вакцины, применяя более кон- 
центрированный препарат ХИ. 

Данные наших исследований могут от- 
крывать перспективы использования по- 
ливалентных липосом для включения в 
них различных антибактериальных препа- 
ратов с последующим применением в ле- 
чебной практике (в частности, при воспа- 
лении мочевого пузыря и урогенитальных 
инфекциях). 
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